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Neue Ansatze in der pra-klinischen Forschung
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Universitatsklinikum I
Hamburg-Eppendorf
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Warum pra-klinische Forschung?

1) Entwicklung neuer Therapien
e Testung neuer Medikamente
* Optimierung aktueller Therapien
e Entwicklung von Kombinationstherapien
* Entdeckung neuer Therapieziele

2) Grundlagenforschung NET Tumorbiologie
* Prognostische Faktoren
* Verstehen des Krankheitsverlaufes
* Entdeckung neuer Therapieziele
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Das ideale Modell.......

* Einfache Handhabung

» Typische Charakteristika von NET/NEC
e Typischer Mutationsstatus

e Einfach zu Manipulieren

e Klinisch relevant

(reproduzierbare Versuche)

(SSTR Expression, Hormonproduktion)
(Menin, DAXX/ATRX, TSC1/2)

(siRNA, CRISPR/Cas9, Plasmid)

(Pankreas, Dinndarm, Lunge)
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Vorhandene NET-Modelle

In vitro
*  Primare Tumorzellkulturen
* NEN Zelllinien

In vivo
e Xenograft Tiermodelle
e Genetische Tiermodelle
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In vitro Modelle
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Primarkulturen

CONs

- Keine Proliferation!

- Stromaverunreinigungen
- (Keine Manipulation)

PROs
- ,nah am Patienten”
- Verfugbarkeit

Zelllinien

PROs

- Proliferation!

- Reine Kulturen

- (genetische) Veranderungen moglich

CONs

- Selektion durch Zelllinienetablierung

- nur wenige verfligbar (alle high grade)
- schwierig zu etablieren
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Xenograft Modelle

CONs
- Immunkompromitierte Mause
- Untypisches Mikroenviroenment

PROs

- ,humane” Tumore

- monoclonal

- typische Mutationen

Genetische Modelle

PROs

- Immunkompetent
- Organspezifisch

- Karzinogenese

CONs

- Maustumore

- polyclonal / heterogen

- atypische Mutationen (eg RIP-Tag)
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Primarkulturen

e Testung neuer Substanzen pre-clinical
e Korrelation mit in human Ansprechen translational

e ,personalisierte Medizin“ clinical
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Mohamed et al Oncotarget 2017
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Ze"“nien Table 1. Cell lines derived from NETs
No. Cellline Origin Tissue Reference No.
1  GOT1 human ileal carcinoid 22-26
2  KRJ-1 human ileal carcinoid 27-31
3 STC-1 mouse intestinal NET 32-36
4  CNDT2 human ileal carcinoid (liver metastasis) 37,38
5 COLO320DM  human colorectal cancer with NE features 39, 40
6 _P-STS human ileal carcinoid 41
7  BONI1 human pancreatic carcinoid (lymph node metastasis) 42-66
8 RIN rat insulinoma 69-75
9 CM human insulinoma 34,68,76
10 INS1 rat insulinoma 36, 77-79
11 MING6 mouse insulinoma 80-82
12 BTC3 mouse insulinoma 83-85
13 HuNET human VIP-secreting PNET 85
14  NCI-H727 human bronchial carcinoid 63, 65, 86-90
15 "IT human MTC 92-103
16 MTC-F human MTC 104
17 MTC-SK human MTC 104
18 CTN3 mouse MTC 106
19 PCi12 rat pheochromocytoma 107-112
20 MPC mouse pheochromocytoma 113-115
21 KNA human pheochromocytoma 116

Grozinsky-Glasberg et al Neuroendocrinology 2012



Jérg Schrader NEN Zelllinien Nr. 10

HAMBURG

NEN Zelllinien - human

,,0ld established”
Pankreas: BON, QGP-1, CM

Diinndarm: KRJ-1, GOT1, P-STS

NEC: DUE1 (LC-NEC Osophagus), DUE2 (LC-NEC Kolon)
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NET Zelllinien
,,0ld established”
Pankreas: BON, QGP-1,

-> p53 + ras Mutationen, hohe Proliferation



Jérg Schrader NEN Zelllinien Nr. 12

HAMBURG

NET Zelllinien
,,0ld established”

Pankreas: BON, QGP-1,

-> kein Modell fiir gut differenzierte langsam wachsende NETs!!
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NET Zelllinien - human

,,0ld established”

Diinndarm: KRJ-1, GOT1, P-STS
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NET Zelllinien - human

,,0ld established”

Diinndarm: KRJ-1, GOT1, P-STS
-> jeweils nur in 2 Laboren verfigbar, ,schnell wachsend”
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NEN Zelllinien - human

,,0ld established”

Diinndarm: KRJ-1, GOT1, P-STS
-> jeweils nur in 2 Laboren verfigbar, ,,schnell wachsend”
-> bisher nicht ausreichend charakterisiert
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Zelllinienprogramm Hamburg
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Zellkulturen — Erfolgsraten (von n=50 Préiparationen, 2013 - 2016)

G1:

G2:

NET G3:

LC-NEC:

SC-NEC:

keine Linie

1 Linie

2 Linien

1 Linie

1 Linie

(0/12)
(1/29)
(2/4)
(1/4)
(1/1)
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Limitation der Zelllinienentwicklung

Kein Wachstum: 2 reine Kulturen fur mehr als ein Jahr-> no growth

Infektionen: Verlust von 3 Kulturen (Pilze, Pseudomonas)
Isolation: zu wenig Tumorzellen (<10% der Falle)

Uberwachsen: Fibroblasten ,,schneller” als NEN Zellen
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Neue Zelllinien

NET G2 NET G3 LC-NEC SC-NEC

i |

NT-3  NT-18 NT-32  NT-38

Malignancy
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NEN Zelllinien im Vergleich
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Proliferation (Ki-67)

BON
QGP-1
GOT1
KRJ-1

NT-3
NT-18

NT-32
NT-38

~80%
~80%
??
??

3/15%
~30%

??
??

??
??
~30%
??

15-20%
??

??
??

??
??
??
??

15-20%
50-60%

50%
90%
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Benten, Behrang et al Molecular Cancer Research 2018
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Behandlung

Benten, Behrang et al Molecular Cancer Research 2018
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Xenograft BON/QGP

Growth of liver metastases (%)
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Xenograft NT-3

12 weeks

NT-3 s.c. xenograft
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Benten, Behrang et al Molecular Cancer Research 2018
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mouse s.c. xenograft human tumor
Xenograft NT-3
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Benten, Behrang et al Molecular Cancer Research 2018
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RipTag Modell Menin’/- Modell

- Karzinogenese im Pankreas - Karzinogenese im Pankreas
- keine typische Mutation (Large T Antigen) - typische Mutation (,, MEN-1°)
- ,schnelles Modell“ mit Metastasen - ,langsames Modell“ ohne Metastasen
A Enalapril vs Control B ASS vs Control
105 109 B Homozygotes with RIP-Cre C Heterozygotes with RIP-Cre
sl Treatment al Treatment 1004 ' 1007 B—
,‘_5 1 Control E ~1 Control lj s = —
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Fendrich et al ERC 2014, Crabtree et al MCB 2003



Jorg Schrader Genetische Modelle Nr. 26

HAMBURG

A. WT Men 14EC Sst - Men14EC Sst +

Doppel-knockout: Men”- + Sst -
- Karzinogenese im Magen
- eine typische Mutation (Menin)
- PPl verstarkt Carcinogenese

(6 vs. 24 Monate!)

Sundaresan et al Gut 2017
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Zusammenfassung

* Fiir pra-klinische Forschung fehlt bisher das ideale Model
* Neue NET-Zelllinien zeigen typische NET-Charakteristika

-> vielversprechende Basis fiir die Grundlagenforschung
* Primarkulturen schwierig, aber moglich

-> Patienten-nahe Testung von Therapieoptionen
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Ausblick / Projektideen

e Zelllinienprojekt deutschlandweit
(Gewebeversand Gber Nacht moglich)
-> Zelllinienbank mit typischen Mutationen

 Plattform fiir Testung neuer Therapien in Primarkulturen/Zelllinien
-> schnelle Evaluation neuer Therapien

,OMICS” in neuen Zelllinien und primaren Kulturen
(Korrelation mit Therapieansprechen)
-> ldentifizierung von Therapieprognosefaktoren
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